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A etnobotânica mostra que existem duas formas de utilização das plantas 
medicinais. Uma delas onde é feita a utilização de todos os conhecimentos 
presentes em uma determinada comunidade isolada, a chamada medicina 
tradicional e a outra que a utilização de medicamentos a base de plantas medicinais 
é feita pela soma de todos os conhecimentos adquiridos ao longo dos tempos e 
transmitidos de gerações a gerações, a chamada medicina popular. Ambas 
repassam conhecimentos populares de utilizações de plantas medicinais e, portanto, 
sua comprovação científica se faz necessária. Existem diversos modelos de 
pesquisa para triagem e avaliação da atividade antitumoral de substâncias bioativas, 
no presente trabalho foram utilizadas frações vegetais obtidas de extrações aquosas 
dos frutos de Abelmoschus esculentus (W-1), das sementes de Persea americana 
(PA-1AQ) e dos frutos de Physalis peruviana (1A) em ensaios de toxicidade in vivo 
utilizando o minicrustáceo Artemia salina e in vitro analisando a atividades biológicas 
e alterações morfológicas frente às células da linhagem tumoral HeLa. O bioensaio 
frente A. salina demonstrou que as fracões W-1 e PA-1AQ apresentaram CL50 entre 
as concentrações de 1000 e 1500 µg.mL-1 e a fração 1A em torno de 4000 e 5000 
µg.mL-1. Nos ensaios in vitro, apesar de apresentarem compostos diferentes 
obtiveram resultados semelhantes, as frações W-1 e PA-1AQ apresentaram 
citotoxicidade na concentração de 160 µg.mL-1, utilizando o teste do MTT por 48 
horas. As análises morfológicas revelaram que mesmo o teste do MTT não tendo 
apresentado resultados esperados, as frações vegetais alteraram a morfologia das 
células HeLa e reduziram o número de mitoses, nas concentrações utilizadas. Com 
estes resultados, se pode concluir que as frações testadas são uma boa opção para 
estudos mais aprofundados, onde se poderia utilizar outras linhagens celulares, bem 
como aumentar as concentrações, para melhor avaliação do seu potencial 
antitumoral e antiproliferativo. 
 
Palavras-chave: fitoterapia, plantas medicinais, polissacarídeos, Artemia salina, 











The ethnobotany shows that there are two uses for medicinal plants. One of them 
where is made the use of all of the present knowing on a determinate isolated  
community, the so-called traditional medicine and the other that the use of drugs 
from medicinal plants is done by the sum of all knowledge acquired over time and 
transmitted from generation to generation, tuhe so-called folk medicine. Both repass 
the popular knowledge of the utilization of the medicinal plants, and so, the cientific 
comprovation is necessary. There are several research models for screening and 
evaluation of antitumor activity of bioactive substances, used in this study were 
obtained from fractions vegetable aqueous extraction of the fruits of Abelmoschus 
esculentus (W-1), seeds of Persea americana (PA-1AQ) and fruits of Physalis 
peruviana (1A) in vivo toxicity tests using minicrustáceo Artemia salina and in vitro 
biological activities and analyzing the morphological changes facing the tumor cell 
line HeLa. The bioassay front A. saline showed that the fractions W-1 and AP-LC50 
1AQ showed concentrations between 1000 and 1500 μg.mL-1 and fraction 1A 
around 4000 and 5000 μg.mL-1. In vitro, in spite of their different compounds 
obtained similar results, the fractions W-1 and AP-1AQ cytotoxic concentration of 
160 μg.mL-1, using the MTT assay for 48 hours. The morphological analysis 
revealed that even the MTT test did not submit the expected results, the fractions 
altered plant morphology HeLa cells and reduced the number of mitosis, the 
concentrations used. With these results, we can conclude that the fractions tested 
are a good option for further study, where one could use other cell lines, as well as 
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A utilização de plantas medicinais pode ser definida de duas formas. A 
Organização Mundial da Saúde (OMS/WHO) define como medicina tradicional, “a soma 
dos conhecimentos, habilidades e práticas baseadas nas teorias, crenças e 
experiências indígenas de diferentes culturas ou de uma nação pura, explicáveis ou 
não, utilizados na manutenção da saúde, bem como na prevenção, diagnóstico, 
melhoria ou tratamento de doenças físicas e mentais” (WHO, 2000). O uso tradicional 
refere-se ao longo histórico de utilização das ervas, de seus preparados e produtos 
derivados, ou suas combinações. Sendo este uso bem estabelecido e amplamente 
reconhecido como seguro e eficaz, podendo até ser aceito por autoridades nacionais 
(WHO, 2000). Outra forma de utilização seria a medicina popular. Essa forma de uso é 
uma prática milenar na qual as informações são transmitidas de gerações a gerações, 
onde em muitos casos, a planta é cultivada no próprio quintal das casas. Isso ocorre, 
muitas vezes, em populações com baixo acesso a medicamentos sintéticos (BARATA, 
2003). 
Para exemplificar o uso das plantas medicinais tanto na medicina popular como 
na medicina tradicional, pode-se citar o Abelmoschus esculentus L. Moench, mais 
conhecido como quiabo, que além de ser utilizado como alimento e fonte nutricional das 
vitaminas A, C, do complexo B além de ferro e cálcio, esta espécie também é utilizada 
como diurético, no tratamento de doenças dentárias e pulmonares, para enxágues 
oculares, curativos para furúnculos, como estimulante estomacal e anti-espasmódico 
(OWOLARAFE e SHOTONDE, 2004; SILVA, 2006; ALONSO, 2007). 
Outro exemplo é a Persea americana Mill., conhecido popularmente como 
abacate, a sua utilização é feita como alimento, entretanto, esta espécie também é 
utilizada na medicina popular como diurética e para o tratamento de condições 
inflamatórias (MARQUES, 2001), como calmante e ativador das funções hepáticas 
(MARQUES, 2001; ADEYEMI et al., 2002; ITF, 2008) e no tratamento de micoses e 




Em relação à espécie Physalis peruviana L. (phisalis), os trabalhos existentes 
relatam que várias partes da planta são amplamente utilizadas para tratamento de 
câncer, leucemia, hepatite, malária, asma e dermatite (WU et al., 2004; FANG et al., 
2009; MUNÕZ., 2009), além de suas aplicações como diurético (FANG et al., 2009), 
antimicrobacteriano, immunomodulador e antinflamatório (FRANCO et al., 2007). 
As informações contidas tanto na medicina tradicional como na medicina popular 
são de extrema importância, pois cerca de 75% dos compostos naturais empregados, 
atualmente, na indústria farmacêutica, foram isolados através de informações 
etnobotânicas (CECHINEL FILHO e YUNES, 1998). Esses compostos naturais são 
inúmeros metabólitos produzidos pelas plantas, que estão ganhando importância 
devido as suas aplicações terapêuticas e biotecnológicas (MELLINGER, 2006; COSTA 
et al., 2007; GOMES, 2008). A investigação dos componentes ativos das plantas 
medicinais, bem como seus mecanismos de ação, vem sendo um dos maiores desafios 
para a química farmacêutica, bioquímica e a farmacologia (MACIEL et al., 2002).  
O presente trabalho avaliou a  atividade de frações obtidas através das 
extrações aquosas de A. esculentos, P. americana e P. peruviana frente aos modelos 
experimentais in vivo de Artemia salina e in vitro utilizando a linhagem tumoral de 

















2. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 
 
 
2.1 PLANTAS MEDICINAIS  
 
Siebra (2007) descreve que “De acordo com a Organização Mundial da Saúde, 
uma planta para ser considerada medicinal deve aliviar, prevenir ou curar uma doença 
ou mesmo, alterar um processo fisiológico ou patológico, ou ainda ser empregada como 
fonte de uma droga ou seus precursores” (FOGLIO et al., 2006; SIEBRA, 2007). 
Muitos relatos na literatura demonstram que as plantas medicinais são utilizadas pelo 
homem desde tempos imemoráveis (PISSINATE, 2006; COSTA et al., 2007; SIENNA, 
2008). Populações antigas buscavam a cura terapêutica e psicoterapêutica através de 
preparos vegetais (VEIGA JUNIOR et al., 2005; MELLINGER, 2006). Acredita-se, em 
grande parte, que o conhecimento sobre as plantas medicinais veio sob forma de 
observações e do próprio instinto humano e animal, o qual facilitou, ao homem, 
distinguir as plantas que poderiam servir de alimentos, ou mesmo aquelas que 
curavam, daquelas que são venenosas. Esse conhecimento foi transmitido através das 
gerações (CUNHA, 2003; KUNZ, 2007) e a sua ampla utilização está relacionada com a 
facilidade de aquisição e pela sua ampla distribuição no ambiente (SIENNA, 2008).  
O uso de plantas medicinais e suas misturas pela população acabam sendo uma 
forma terapêutica complementar (MARCHESE et al., 2009) e, em muitos casos, até 
mesmo acaba se tornando a única fonte de medicação em muitas comunidades e 
grupos étnicos devido ao seu baixo custo (MACIEL et al., 2002; FACHINETTO e 
TEDESCO, 2009).  
O reino vegetal é um rico provedor de fontes de novos fármacos e medicamentos 
amplamente utilizados na atualidade (GOMES, 2008; FOGLIO et al., 2006). Entretanto, 
a maioria dos compostos vegetais é desconhecida sob ponto de vista científico, uma 
vez que de 250 a 500 mil espécies vegetais, somente 5% tem sido estudadas 
fitoquimicamente e uma porcentagem menor ainda tem sido avaliada sob aspecto 




As plantas são fontes de uma variedade de substâncias que são utilizadas no 
tratamento das doenças. No entanto, observa-se uma grande utilização de vegetais que 
ainda não tem sua eficácia comprovada (MONTOVANI et al., 2009). As grandes 
variedades de metabólitos produzidas pelas plantas estão ganhando destaque devido 
as suas aplicações terapêuticas e biotecnológicas. Tais metabólitos possuem grandes 
potencialidades como princípios ativos, podem ser utilizados diretamente na terapia, 
como precursores na semi-síntese farmacêutica ou em modelos para síntese de novos 
princípios de uso terapêutico (VIEGAS JUNIOR et al., 2006). Plantas medicinais podem 
ser classificadas de acordo com sua ordem de “importância”, iniciando-se pelas plantas 
utilizadas diretamente na terapêutica, em seguida aquelas que constituem matérias 
primas e por último, as que são empregadas na indústria para a obtenção de princípios 
ativos ou precursores para semi-síntese (FOGLIO et al., 2006).  
Uma planta pode conter centenas de metabólitos, e geralmente os que são 
isolados e estudados são aqueles que se apresentam em maior concentração, 
entretanto os compostos de menor proporção são os que, geralmente, apresentam 
melhores efeitos biológicos (CECHINEL FILHO e YUNES, 1998). Para conseguir obter 
substâncias puras dotadas de efeitos biológicos, é necessária, além da dedicação e da 
determinação dos pesquisadores, uma ampla colaboração multidisciplinar (CECHINEL 
FILHO e YUNES, 1998). Desta forma, o investigador necessita estar bem informado 
sobre as características das plantas estudadas. Devido a isso, na sequência estão 
descritas as informações botânicas e algumas informações sobre a composição 
química das espécies vegetais escolhidas para o presente trabalho. 
 
 
2.2 Abelmoschus esculentus L. Moench 
 
Abelmoschus esculentus L. Moench é conhecido popularmente como quiabo ou 
por sua denominação botânica antiga - Hibiscus esculentus L. É originário da África e 
Ásia menor e é pertence à família das Malváceas (TABELA 1; FIGURA 1) (VAN DEN 
















Esta planta possui ciclo anual, é arbustiva e de porte ereto. Seu caule é semi-
lenhoso e cilíndrico o qual pode chegar até 2 metros de altura, e suas folhas são 
grandes e amareladas. As flores grandes são semelhantes ao do Hibisco cuyas, sendo 
que a tonalidade pode variar de branco-amarelado a rosa. Os frutos são pilosos, 
viscosos, longos, cilíndricos do tipo cápsula e possuem numerosas sementes, sendo 
produzidos tanto na haste principal como nas laterais (BATHISTA et al., 2001; TAIWO 
et al., 2002; VAN DEN BROEK et al., 2003; ALONSO, 2007).  
Em relação à composição química, as sementes apresentam-se constituídas de 
acetato de farnesilo, 2,3-dihidrofarnesol, farneseno, ácido 12,13-epoxioleico, ácido 
eloico, ácido palmítico, ácido malválico, ácido ambretólico e ambretólito. Também 
apresentam esteróis, sulfóxido de metionina e fosfolipídeos. Os frutos são constituídos 
de mucilagens, vitaminas A, C e do complexo B, ferro, cálcio, fósforo, ácidos aminados 
e também ácido oxálico. As folhas também apresentam mucilagens, em menor escala 
que o fruto, e nas flores foram identificados flavonóides (ALONSO, 2007). 
Em relação às propriedades medicinais, seus frutos imaturos são utilizados como 
agentes diuréticos e para os tratamentos de doenças dentárias (SENGKHAMPARN et 
al., 2008). Macerações dos frutos são utilizadas para enxágues oculares e curativos 
para furúnculos (ALONSO, 2007). A partir das folhas, pode ser feito uma excelente 
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no tratamento de bronquites, problemas pulmonares em geral e disúria (SILVA, 2006). 
Às sementes, são atribuídos benefícios como estimulante estomacal e anti-
espasmódico (SILVA, 2006). Mastigam-se as sementes como refrescante bucal e a 
decocção destas, é indicada em casos de febre e gastrite. O óleo extraído das 
sementes é utilizado na aromaterapia como sedativo (ALONSO, 2007). A mucilagem 
pode ser utilizada como substituto do plasma sanguíneo ou expansor de volume 
(SILVA, 2006; VWIOKO et al., 2008). 
Os estudos realizados por GÜRBÜZ e colaboradores (2003), utilizando extrato 
aquoso de frutos frescos de A. esculentus em ensaio experimental in vivo, 
demonstraram efeitos anti-ulcerogênico. Já os estudos de SHUI e PENG (2004) 
demonstraram que o extrato aquoso/etanólico apresentou atividade antioxidante, onde 
cerca de 70% da atividade antioxidante total foi atribuída a quatro derivados de 
quercetina e os constituintes mais importantes identificados para tal ação foram 3-O-
xilosil-quercetina, 3-O-glicosil-quercetina e (-)-epigalocatequina (SHUI e PENG, 2004). 
 
 
FIGURA 1: DETALHES DAS FLORES E FRUTOS DO Abelmoschus esculentus L. Moench.  
A e B - Detalhe da Flor. C -  Detalhe da planta. D - Detalhe dos frutos. 
 




2.3 Persea americana Mill. 
 
Persea americana Mill. (abacate) pertence à família Lauraceae (TABELA 2; 
FIGURA 2) é nativa da América Central. Entretanto, o gênero Persea compreende três 
variedades botânicas em uma única espécie: Persea americana var. Americana; Persea 
americana var. Guatemalensis e Persea americana var. drymifolioI. Estas 
correspondem, respectivamente, às raças hortícolas conhecidas como antilhana, 
guatemalense e mexicana (OLIVEIRA et al., 2010). Essas plantas preferem solos 
sílicos-argilosos, férteis e profundos (ALONSO, 2007). 
Esta espécie pode atingir de 8 a 20 metros de altura. Seu tronco é reto e sua 
casca bruta. Possui uma densa e arredondada copa com folhas grandes e simples, 
alternadas, ovaladas, eliptiformes com coloração verde, de 9-18 cm de comprimento, 
que formam ramos abundantes. As flores são: pequenas, perfumadas, de coloração 
branco-amarelado, pedunculadas, reunidas em ramos axilares e terminais, andrógina 
ou hermafrodita. Os frutos comestíveis em forma de drupa esférica ou piriformes de cor 
variável que vai do verde, amarelo e violeta e apresentam casca grossa. A polpa do 
fruto é espessa de coloração amarelo pálido e é rica em óleos vegetais, geralmente 
apresentam uma semente única (ALONSO, 2007; LORENZI e MATOS, 2008; LEITE et 
al., 2009). 
 















Em sua composição química a polpa do fruto é rica nos seguintes ácidos graxos: 
oléico, linoléico, palmítico, esteárico, linolênico, cáprico e mirístico os quais 
compreendem cerca de 80% do conteúdo graxo do fruto. Também são encontrados 
hidrocarbonetos alifáticos saturados, esqualeno, alcoóis alifáticos e terpenicos, β-
sitosterol, vitaminas A e E, aminoácidos (ácido aspártico e ácido glutâmico) e ácido 
gama-aminobutírico. Além disso, o mesocarpo do fruto apresenta fósforo, ferro, tiamina, 
riboflavina, niacina, ácido ascórbico e persenonas A e B. As flores apresentam vários 
flavonóides tais como, quercetina-3-O-ramnoídeo, isoramnetina-3-O-glucosídeo, 
cumaril-kaempferol entre outros. As sementes apresentam abundantemente alfa-
tocoferol, proantocianidina (biflavonil), hidrocarbonetos, taninos, polifenóis, saponina e 
flavonóides. Nas folhas, encontra-se um óleo essencial que é rico em estragol, 
metilchavicol, α-pineno, β-pineno, metileugenol, cineol e limoneno. Além do óleo 
essencial, os extratos preparados com as folhas apresentam flavonóides, abacatina, 
persiteol, taninos, persina e tiramina, além de outras substâncias como os ácidos málico 
e acético, carnitina, carotenóides e resinas (ALONSO, 2007; LEITE et al., 2009). 
Na medicina tradicional, as cascas, frutas e folhas são usadas para o tratamento 
de diversas doenças. A infusão das folhas é usada no tratamento de inflamações, 
menorragia, hipertensão, dor de estômago e garganta, bronquite, diarréia, diabetes, 
com propriedades antibiótica, calmante, diurética, anti-reumática, anti-anêmica entre 
outras (MARQUES, 2001; ADEYEMI et al., 2002; LORENZI e MATOS, 2008; 
IMAFIDON e AMAECHINA, 2010). A polpa pode ser utilizada como creme estimulante 
de crescimento capilar, máscara facial, amaciante para mãos e pele em geral e pomada 
cicatrizante de feridas (ITF, 2008). Extratos da polpa têm apresentando capacidade de 
reduzir o colesterol do sangue, porém com risco de desenvolver câncer de próstata e 
mama (IMAFIDON e AMAECHINA, 2010). Outros estudos relatam que as substâncias 
bioativas nesta fruta tanto de seus extratos como os componentes individuais 
demonstraram atividade antioxidante e antifúngica (LU et al., 2005). 
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Em estudo científico in vivo, utilizando ratos como modelo experimental, os 
extratos aquosos das folhas da P. americana apresentaram atividades: antiinflamatória 
e analgésica, sendo que uma dosagem de 1600 mg.kg-1 do extrato teve uma ação 
similar a 100 mg.kg-1 do ácido acetilsalicílico e 800 mg.kg-1 do extrato teve uma ação 
análoga a  2 mg.kg-1 de morfina (ADEYEMI et al., 2002). OJWOLE e AMABEOKU 
(2006) relatam que o extrato aquoso da folha de P. americana possui atividade 
anticonvulsivante utilizando o mesmo modelo experimental. IMAFIDON e AMAECHINA 
(2010) realizaram um estudo que sugere que o uso de extrato aquoso das sementes 
desta planta no tratamento de hipertensão pode produzir um perfil lipídico favorável na 
dose de 500 mg.kg-1. 
 
 
FIGURA 2 : DETALHES DOS FRUTOS E FLORES DE Persea americana Mill.  
A - Detalhe do fruto. B -  Detalhe da semente (caroço). C E D - detalhe da floração. 
 
FONTE: http://www.export-forum.com/africa/cameroon_organic_fruits.htm;  http://www.viable-





2.4 Physalis peruviana L. 
 
A Physalis peruviana L. pertence à família Solanaceae é originária do Peru, onde 
é conhecida como capulí e aguaymanto (TABELA 3; FIGURA 3). Esta espécie possui 
hábitos perenes e se distribui principalmente na América Central e do Sul. O nome 
Physalis é originário do grego onde “physa” significa bolha ou bexiga, referindo-se ao 
cálice que encerra seus frutos comestíveis (TOMASSINI et al., 1999; ZAVALA et al., 
2006).  
Esta espécie possui porte arbustivo e robusto, que pode chegar a 2 metros de 
altura, com flores amarelas contendo cinco máculas vinosas na base das pétalas e 
cálice frutífero circular em secção transversal. O denso indumento de tricomas simples 
está presente nos ramos, folhas, flores e frutos, conferindo a estes órgãos uma 
superfície aveludada ao tato. Os frutos constituem-se em uma baga carnosa, em forma 
de globo, com diâmetro que oscila entre 1,25 e 2,50 cm e o peso entre 4 e 10 g. São 
alaranjados e saborosos quando maduros e podem ser consumidos in natura ou em 
geléias e doces. As sementes são abundantes e germinam com facilidade em solos 
com relativa umidade. As folhas são aveludadas, triangulares e de coloração verde-
escuro, enquanto o talo principal é herbáceo e piloso (LIMA et al., 2008; SOARES et al., 
2009). 
 
























Na medicina tradicional, o uso do suco das frutas é utilizado para o tratamento do 
pterígio (PARDO et al., 2008). Os frutos são usados, ainda, nos tratamentos de 
estomatite, faringite, diabetes, como descongestionante ocular e diurético (MUNÕZ et 
al., 2009). Preparações obtidas através da raiz amassada com água são utilizadas para 
tratamento de icterícia em crianças (RAI, 2004). Suas folhas e frutos são utilizados no 
tratamento de reumatismo, gota, contusões (GONZÁLEZ et al., 2007) e têm-se 
demonstrado importantes atividades antimicrobianas e antiinflamatórias (QUISPE-
MAURICIO et al., 2009). 
Em estudos científicos, o extrato etanólico de P. peruviana inibiu o crescimento 
celular, apresentou potente atividade citotóxica e induziu a morte celular por apoptose 
das células Hep G2 crescidas em cultura (WU et al., 2004). Os principais compostos 
ativos deste extrato são as fisalinas (A, B, D e F) e glicosídeos mostraram atividade 
anticancerígena em linhagens de células HA 22T, HeLa, leucemia e nasofaringe KB-16 
(WU et al., 2004). P. peruviana possui atividade antioxidante, e tais as propriedades 
foram em extratos preparados a partir de 95% de etanol (WU et al., 2005). Os extratos 
das folhas apresentam significativa atividade antimicrobiana, antioxidante e 






FIGURA 3: DETALHES DO FRUTO E DE FLORES DE Physalis peruviana L.  
A e B - Detalhe dos frutos.  C - Detalhe da flor. D - Detalhe da Planta. 
 
FONTE: http://herbalguides.com/guides/cape-gooseberry; http://www.tradewindsfruit.com/cape_gooseberry.htm  
 
 
2.5 METABÓLITOS VEGETAIS E SUAS POTENCIAIS APLICAÇÕES EM SISTEMAS 
EXPERIMENTAIS ANIMAIS 
 
O metabolismo vegetal é dividido, didaticamente, em primário ou de 
macromoléculas e secundário ou de micromoléculas. Entende-se por metabolismo 
primário o conjunto de processos metabólicos que desempenham uma função essencial 
no vegetal, com funções vitais bem definidas, tais como a fotossíntese, a respiração e o 
transporte de solutos. Os compostos envolvidos no metabolismo primário possuem uma 
distribuição universal nas plantas. Este é o caso dos aminoácidos, nucleotídeos, 
lipídeos, carboidratos e clorofila. Os produtos do metabolismo secundário são 
sintetizados por diferentes rotas metabólicas produzindo uma imensa diversidade de 




terpenóides, entre outras. Eles geralmente apresentam estrutura complexa, de alta 
massa molecular e marcantes atividades biológicas (BRANDÃO et al., 2010). 
Os metabólitos secundários exercem importantes papéis de proteção contra 
microorganismos, herbívoros, intempéries ambientais, além de interferirem em 
processos simbióticos e atração de polinizadores (BRISKIN, 2000). São também fontes 
armazenadoras de carbono e nitrogênio que retornam ao metabolismo primário quando 
isso é requerido pela planta. O balanço entre a atividade do metabolismo primário e 
secundário da planta é dinâmico e pode ser consideravelmente afetado por diferentes 
fatores como crescimento vegetal, diferenciação dos tecidos, fase vegetativa e estresse 
ambiental. Recentemente, tem sido adotada uma nova nomenclatura, utilizando 
produtos essenciais e produtos especiais, para referir-se aos metabólitos primários e 
metabólitos secundários, respectivamente. 
Mais de 100 mil compostos secundários de plantas já foram isolados e 
identificados, e a cada ano centenas de novas descobertas tem aumentado esse 
número (VERPOORTE et al., 2002). Como as plantas contêm inúmeros constituintes, 
seus extratos, quando testados podem apresentar efeitos sinérgicos entre os diferentes 
princípios ativos devido à presença de compostos de classes ou estruturas diferentes 
contribuindo para a mesma atividade.  
No estudo das atividades biológicas de extratos vegetais é importante a seleção 
de bioensaios para a detecção do efeito específico. Os sistemas de ensaio devem ser 
simples, sensíveis e reprodutíveis (MACIEL et al., 2006). 
Muitas plantas são reconhecidas por apresentarem diversas propriedades: como 
antibacteriana, antifúngica, anticoagulante, anti-ulcerogênica, antiinflamatória, 
antiséptica, anti-helmíntica, antitumoral e até mesmo como imunomoduladora 
(BRANDÃO et al., 2010; NUNES-PINHEIRO et al., 2003).  
Dentre os produtos do metabolismo primário encontram-se os carboidratos. 
Nessa classe encontram-se os polissacarídeos, e diversos estudos têm demonstrado 
que os polissacarídeos obtidos de diversas fontes vegetais apresentam atividades 
biológicas. Em exemplo pode-se citar polissacarídeos proveniente de Phylanthus niruri 
(MELLINGER et al., 2008), Anadenanthera colubrina (MORETÃO et al., 2003), Salvia 




STEVAN et al., 2000, 2001, 2002; CUNHA, 2006; FLORÊNCIO et al., 2007; CORREA 
et al., 2008; MAURER et al., 2009) e de Livistona chinensis (STEVAN et al., 2000, 
2001, 2002) que apresentaram atividade imunomoduladora e/ou antitumoral, de Cereus 
peruvinus com atividade gastroprotetora (TANAKA et al., 2010) e de Fucus vesiculosus 
que apresentou atividade anticoagulante e de inibidor do sistema complemento 
(AZEVEDO, 2006). 
Dentre os exemplos de moléculas provenientes do metabolismo secundário, 
pode-se citar o psolareno, uma cumarina isolada de Psorelea coryligolia, que é 
empregada no tratamento do vitiligo. A vincristina (Oncovin®) e a vimblastina 
(Velban®), dois alcalóides derivados da vinca (Catharanthus roseus), que estão sendo 
utilizados no tratamento de câncer de diferentes tecidos e em outras patologias não 
cancerosas. O ácido betulínico de Betula alba, possui diversas propriedades 
farmacológicas, sendo uma delas a de atividade anti-tumoral (KESSLER et al., 2004). 
Em outros exemplos pode-se incluir a podofilina, glicosídeo extraído de Podophyllum 
peltatum, empregando em tratamentos de papilomas (SANTOS e ELISABETSKY, 1999 
apud TYLER, 1994). O taxol® e decetaxol extraídos de Taxus brevifolia, vem 
demonstrando efeitos positivos em pessoas em tratamento contra o câncer, 
principalmente carcinoma ovariano e pulmonar (SARTORI, 2005 apud KINGSTON, 
1991). Dentre os agentes cardiovasculares podem-se citar os extratos de Digitalis 
purpurea e Digitalis lanata, que levaram a descoberta de glicosídeos cardíacos como a 
digoxina e digitoxina (SARTORI, 2005 apud CLARK, 1996). Ainda podem-se citar 
inúmeros alcalóides como a huperzina-A, isolada da erva rasteira Huperzia serratae e a 
galantamina isolada de Galantus nivalis que são utilizadas no tratamento da doença de 
Alzheimer. Bicuculina isolada de Dicentra cucullaria, a qual é empregada em 
neurofarmacologia e a hipericina que é um dos componentes do extrato alcoólico de 









2.6 TRIAGEM DA ATIVIDADE BIOLÓGICA  
 
Muitos estudos sugerem que uma dieta rica em frutas e vegetais está associada 
com um risco reduzido de muitas formas mais comuns de câncer (LU et al., 2005). 
Existem, no mínimo, 250 mil espécies de plantas no mundo, sendo que mais de mil 
plantas apresentam propriedades antitumorais significantes (LIMA et al., 2006).  
Calcula-se que somente nos últimos 25 anos, cerca de 80% dos agentes 
anticancerígenos testados e aprovados foram derivados de produtos naturais 
(BRANDÃO et al., 2010). Outra consideração que pode ser tomada é que vários tipos 
de fitoquímicos de vegetais e frutas podem apresentar potencial como agentes 
quimiopreventivos (LU et al., 2005). Em apoio a essas observações, estudos in vitro e in 
vivo demonstraram as propriedades antitumorais de várias frutas e extratos vegetais 
(LU et al., 2005). Muitas classes de compostos vegetais com proferidas atividades 
antitumorais foram testadas, dentre elas podemos citar os terpenos (sesquiterpenos, 
diterpenos e triterpenos), alcalóides, cumarinas, lignanas, flavonóides, taninos, 
curcuminóides e polissacarídeos (GOMES, 2008).  
 
 
2.6.1 Artemia salina Leach. 
 
A Branchipus stagnalis, também conhecida como Artemia salina Leach (FIGURA 
4), é um mini crustáceo da Ordem Anostracea que apresenta como habitat natural lagos 
de água salgada à salina em todo o mundo. Esta espécie apresenta um mecanismo de 
adaptação que os permitem viver em lagos que sofrem grandes variações sazonais, 
podendo tolerar salinidades que variam de 3,5 a 70% (ANDRIOLLI et al., 2007; 
XIMENES, 2008). Atualmente, esta espécie é conhecida devido a sua utilização como 
alimento vivo para peixes e outros crustáceos, e na área acadêmica como modelo 
experimental para a avaliação de toxicidade in vivo. 
A artêmia apresenta quatro estádios em seu desenvolvimento (ovo, náuplio, 
metanáuplio e adulto), sendo que seus ovos, que podem ser adquiridos no comércio ou 




adequadas (ANDRIOLLI et al., 2007; SIQUEIRA et al., 1998) (FIGURA 4). A utilização 
deste modelo experimental apresenta vantagens como baixo custo e simplicidade de 
execução, uma vez que não requer métodos assépticos e nem de equipamentos 
especiais, favorecendo sua utilização rotineira no próprio laboratório. Além disso, os 
resultados obtidos a partir deste bioensaio, em geral, apresentam boa eficiência e 
correlação entre os resultados de toxicidade in vitro utilizados para avaliação de 
atividade antitumoral e pesticida, sugerindo que este teste pode ser utilizado como uma 
primeira análise do potencial citotóxico de novos compostos (ANDRIOLLI et al., 2007; 
KUNZ, 2007). 
 
FIGURA 4: DETALHES DO MINI CRUSTÁCEO Artemia salina Leach. 
A - Detalhes dos ovos. B e C -  náuplios da A. salina. D -  animal adulto. 
NOTA:  Os ovos possuem diâmetro de 0,2 a 0,3 mm com peso entre 2,8 a 4mg. Os náuplios possuem de 5 a 6mm e 
os indivíduos adultos de 8 a 13mm (SIEBRA, 2007). 
 










2.6.2 Avaliação da atividade antitumoral in vitro utilizando linhagens de células animais  
 
Além do bioensaio utilizando Artemia salina, os testes para avaliação de 
atividade antitumoral podem ser realizados através de ensaios da atividade citotóxica 
das substâncias em estudo sobre culturas de células tumorais de várias linhagens, 
através de métodos como: 
 
2.6.2.1 Variação Morfológica 
 
O efeito da substância em estudo é avaliado observando o dano celular ocorrido 
nas células em cultura utilizando técnicas citológicas e exame em microscópio óptico ou 
eletrônico. 
 
2.6.2.2 Avaliação da Viabilidade Celular 
 
A viabilidade celular, após exposição das substâncias-testes, pode ser medida 
por meio de exclusão com corantes vitais, como por exemplo, o azul tripan e a eosina. 
Esses ensaios baseiam-se na captação do corante em células as quais tiveram perda 
de integridade da membrana celular das células, revelando-as não viáveis. Existe 
também outro ensaio em que são utilizados corantes para proteínas que se ligam 
eletrostaticamente aos íons das macromoléculas (proteínas) contendo cargas opostas. 
Por exemplo, em condições ácidas, corantes aniônicos como a sulforrodamina B e o 
azul de bromofenol, ligam-se aos resíduos de aminoácidos básicos corando as 
proteínas celulares. Nesses ensaios, após o cultivo celular na presença ou ausência de 
drogas, as células são fixadas com ácido tricloroacético, coradas e procede-se a leitura 
em espectrofotômetro após solubilização com base. Esta metodologia, utilizada 








2.6.2.3 Avaliação da Viabilidade Celular pela Inibição do Metabolismo Celular 
 
A. Teste do MTT 
 
O ensaio com brometo de 3-(4,5-dimetiltiazolil-2-)-2,5-difenilmetiltetrazolio (MTT) 
foi originalmente descrito por Mosmann (1983), e vem sendo um instrumento útil para 
ensaios de medição de citotoxicidade in vitro e também da proliferação celular, e 
atualmente, vem sendo amplamente utilizado na avaliação de drogas antitumorais e em 
teste de triagem para a biocompatibilidade de materiais (WILLIAMS et al., 1994). 
O MTT baseia-se na medida do dano induzido pela droga no metabolismo celular 
de glicídeos usualmente através da avaliação da atividade de desidrogenases (FIGURA 
5). A atividade celular é quantificada pela redução do MTT (amarelado em estado 
oxidado) a formazan (azul/roxo em estado reduzido), com os produtos NADH ou 
NADPH provenientes das reações enzimáticas de células viáveis. A quantificação da 
atividade celular é realizada em leitor automático de microplacas ou em 
espectrofotômetro, a qual oferece grandes vantagens como na velocidade, 
simplicidade, custo e segurança (WILLIAMS et al., 1994; MACIEL et al., 2002). 
 
FIGURA 5: ESQUEMA DE REDUÇÃO DO MTT 
NOTA: Redução do sal MTT, a cristais azuis de formazan no interior da mitocôndria através de ação 
enzimática (FEDERMAN et al., 2009). 











B. Incorporação de radioisótopos:  
 
A inibição da incorporação de precursores radioativos como os nucleosídeos 
[3H]timidina e [3H]uridina e o aminoácido [3H]leucina no DNA, RNA e proteínas, 
respectivamente, pode ser medida nas células após a exposição às drogas. A partir dos 
valores de percentagem de incorporação dos isótopos radioativos nas células tratadas 
com as drogas, em relação às células não tratadas (controle), são obtidos os valores de 
IC50 (concentração das drogas que inibem 50% da incorporação do isótopo radioativo) 
























A biodiversidade vegetal pode ser analisada pelo seu papel evolutivo, ecológico 
ou como recurso biológico. Em relação aos recursos biológicos, podem-se considerar 
os componentes que têm utilização direta, indireta ou potencial para a humanidade 
(SILVA, 2003 apud LÉVÊQUE, 1999). Sua grande importância, para humanidade, está 
relacionada com a obtenção de alimentos, matérias-primas e remédios (DAMASCENO 
e BARBOSA, 2008). A utilização de fármacos a base vegetal é tão antiga quanto ao 
surgimento do homem. Acredita-se que o homem, através de observações e 
experimentações, utilizava as plantas para tratar seus males (RODRIGUES e REALI, 
2008). Inicialmente, esse conhecimento foi passado oralmente, às gerações 
posteriores, e com o surgimento da escrita, passou a ser copiado e guardado (CUNHA, 
2003). Na literatura encontram-se diversos estudos relatando as propriedades 
biológicas de plantas medicinais e seus extratos. Entretanto, estima-se que somente 
5% do número de espécies vegetais têm sido estudadas fitoquimicamente e uma 
porcentagem menor ainda tem sido avaliada sob aspecto farmacológico (CECHINEL 
FILHO e YUNES, 1998). Dentre as propriedades biológicas relatadas destaca-se 
aquelas relacionadas à atividade antitumoral. Neste caso, uma das abordagens 
utilizadas é o desenvolvimento de testes de triagem que avaliem a citotoxicidade de 
substâncias com potencial medicinal, detectando se a substância em estudo provoca 
morte celular ou efeito negativo em funções celulares. A utilização de testes científicos 
de triagem que visam a bioprospecção e a descoberta de biomoléculas com potencial 
terapêutico são muito relevantes para contribuir com a comprovação do uso e do 
conhecimento popular de plantas medicinais e com o reconhecimento do valor da 












4.1 OBJETIVO GERAL 
 
 O presente trabalho teve como objetivo geral avaliar os efeitos de diferentes frações 
vegetais provenientes das espécies Abelmoschus esculentus L. Moench, Persea 
americana Mill e Physalis peruviana L. em modelos experimentais de triagem de 




4.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 
 
 Avaliar a toxicidade in vivo, das frações vegetais em estudo, utilizando como 
modelo experimental o ensaio de Artemia salina; 
 Avaliar a atividade citotóxica in vitro das frações vegetais, em estudo, utilizando 
como modelo experimental a linhagem de células HeLa, observando a 
viabilidade celular; 
 Avaliar as alterações morfológicas de células HeLa crescidas na presença das 
frações vegetais; 
 Correlacionar às atividades biológicas encontradas com as características 










5. MATERIAIS E MÉTODOS 
 
5.1 REAGENTES  
 
 Soro fetal bovino estéril foi adquirido da Laborclin (Curitiba, PR - Brasil). 
 Meio essencial mínimo de Eagle (MEM) foi adquirido da Cultilab (Campinas - 
SP - Brasil). 
 Azul de Tripan e brometo de 3-(4,5-dimetiltiazolil-2-)-2,5-difenilmetiltetrazolio 
(MTT) foram adquiridos da Sigma – Aldrich (St Louis, MO - EUA). 
 Corantes para avaliação morfológica, Hematoxilia, Eosina, Azul de Alcian pH 
2,5 e Giemsa foram gentilmente cedidos pelo Sr. Herculano S. Reis Filho do 
Laboratório de Histotecnologia (Departamento de Biologia Celular, UFPR). 
 Detergente neutro (Detertec da Vertec) foi obtido da Reagen Produtos para 
Laboratórios Ltda (Curitiba, PR - Brasil). 
 
 
5.2 MATERIAIS E EQUIPAMENTOS 
 
 Placas de cultivo de 12, 24 e 96 poços com tampa e fundo chato e frascos 
(garrafas) de cultura de 150 mL foram da marca Techno Plastic products AG® 
(TPP) (Trasadingen - Suíça) e as seringas estéreis descartáveis de 10 mL 
foram da marca BD (Curitiba, PR - Brasil). 
 A pesagem dos materiais foi realizada em balança analítica Marte, modelo AL 
500 (Santa Rita do Sapucaí, MG - Brasil).  
 Para as medições do pH das soluções, utilizou-se pHmetro Gehaka, modelo 
PG 1800 (São Paulo, SP - Brasil). 
 As centrifugações foram realizadas em centrífuga QUIMIS® (Diadema, Sp – 
Brasil) e centrífuga refrigerada de bancada (Marca MPW Med Instruments, 




 Para a esterilização dos materiais, como pipetas, ponteiras, soluções salinas, 
aparelhos de filtração e peças acessórias foi utilizada autoclave do modelo 
HA da Sercon (São Paulo, SP - Brasil). Esterilizações de soluções 
termolábeis foram realizadas através de filtração sob pressão em aparelho de 
Sartorius, contendo membranas de acetato-nitrato de celulose, com poros de 
0,22 µm, Techno Plastic products AG® (TPP) (Trasadingen – Suiça). 
 Para secagem dos materiais foi utilizada estufa Odontobrás R13 (Ribeirão 
Preto, SP - Brasil). 
 Para a manipulação das culturas utilizou-se câmara de fluxo laminar vertical 
classe II A1 com filtro HEPA (“high efficiency particulate air”) da Filterflux® 
(Piracicaba, SP - Brasil). 
 A incubadora de CO2 a qual as células foram mantidas é do modelo da 
Thermo Scientific (San Jose, CA - EUA) e as análises colorimétricas foram 
realizadas em espectrofotômetro para microplacas modelo EPOCH da Bio 
Tek (Winooski - EUA). 
 As análises microscópicas de rotina foram realizadas em microscópio 
invertido modelo INV 100 (marca Bel Engineering) (Monza, Itália).  
 As análises morfológicas e fotografias foram realizadas utilizando  
microscópico Olympus, modelo BX 30 com câmera de captura Olympus, 
modelo DP071 acoplada (Tokyo - Japão) (Departamento  de Botânica, 
UFPR). 
 Para o ensaio utilizando Artemia salina foi utilizado Compressor de ar CS-
7500 da Boyu (Raoping Guangdong - China). 
 
5.3 EXTRATOS VEGETAIS 
 
No presente trabalho foram utilizadas frações aquosas de origem vegetal, as 
quais foram extraídas e caracterizadas no laboratório do Núcleo Paranaense de 




Departamento de Bioquímica e Biologia Molecular - UFPR, e gentilmente cedidas para 
a realização dos ensaios do presente trabalho. 
As frações testadas foram extraídas dos frutos de Abelmoschus esculentus L. 
Moench (W-1), das sementes de Persea americana Mill (PA-1AQ) e dos frutos de 
Physalis peruviana L. (fração 1A). Nas FIGURAS 6, 7 e 8 estão esquematizados os 
procedimentos metodológicos utilizados para a obtenção das frações vegetais utilizadas 
nos ensaios biológicos.  
 
FIGURA 6: ESQUEMA REPRESENTATIVO DA OBTENÇÃO DA FRAÇÃO W-1, A PARTIR DOS 
FRUTOS DE Abelmoschus esculentus L. Moench. 
  





As análises químicas por cromatografia gasosa, revelaram que o extrato aquoso 
dos frutos de A. esculentus é constituído de uma fração polissacarídica composta por 
ramnose, arabinose, xilose, manose, galactose e glicose na proporção molar de 
33:4:2:1:56:4, além de ácidos urônicos. Este resultado indica a presença de 
polissacarídeos do tipo galactana e ramnogalacturonana (GAYA et al., 2010). 
 
FIGURA 7: ESQUEMA REPRESENTATIVO DA OBTENÇÃO DA FRAÇÃO PA-1AQ, A PARTIR DAS 
SEMENTES DE Persea americana Mill. 
 




As análises químicas revelaram que o extrato aquoso da semente fresca de P. 
americana apresenta flavonóides, os quais foram evidenciados pelos ensaios 
qualitativos com cloreto férrico 1% (m/v) e sulfato de ferro amoniacal 1% (m/v) 
(BONDESAN et al., 2010). 
 
 
FIGURA 8: ESQUEMA REPRESENTATIVO DA OBTENÇÃO DA FRAÇÃO 1A, A PARTIR DOS FRUTOS 
DE Physalis peruviana L. 
 





As análises químicas por cromatografia gasosa, revelaram que o extrato aquoso 
do fruto inteiro de P. peruviana é constituído de uma fração polissacarídica composta 
por ramnose, arabinose, xilose, manose, galactose e glicose na proporção molar de 
6:43:13:3:19:18, além de ácidos urônicos. Este resultado indica a presença de 




As células utilizadas no presente trabalho foram da linhagem HeLa, de 
características epiteliais, derivadas de carcinoma do colo de útero humano. As células 
foram gentilmente cedidas pelo Professor Dr. Silvio Marquez Zanata, do Departamento 
de Patologia Básica, da UFPR. 
 
5.5 AVALIAÇÕES BIOLÓGICAS DAS FRAÇÕES VEGETAIS DE Abelmoschus 
esculentus L. MOENCH, Persea americana MILL E Physalis peruviana L.  
 
A avaliação dos efeitos biológicos das frações W-1 de Abelmoschus esculentus, 
PA-1AQ de Persea americana e a fração 1A de Physalis peruviana foi realizada 
utilizando dois modelos experimentais, sendo o bioensaio in vivo de Artemia salina e in 
vitro com células animais, da linhagem HeLa. Os procedimentos de cultivo celular foram 
realizados no Laboratório de Cultivo Celular do NUPPLAMED - Departamento de 
Bioquímica e Biologia Molecular - UFPR. 
 
5.6 CULTIVO CELULAR 
 
5.6.1 Procedimentos de Esterilização 
 
As pipetas, águas, soluções salinas, aparelhos de filtração, frascos e demais 
acessórios, foram esterilizadas em autoclave à temperatura de 120ºC e 1atm de 




50ºC. As soluções termolábeis, como as frações aquosas vegetais, foram esterilizadas 
através de filtração sob pressão positiva, utilizando filtros estéreis com membranas de 
acetato-nitrato de celulose, com poros de 0,22 µm. Todos os procedimentos 
mencionados para filtração foram realizados em câmaras de fluxo laminar vertical. 
Materiais sensíveis a calor, como as placas e garrafas de cultivo, pipetas Pasteur 
de poliestireno foram adquiridas estéreis ou esterilizadas em microondas, em potência 




a) Solução salina tamponada (PBS) 
 
Essa solução é composta por 8g de NaCl, 0,2g de KCl, 1,44g de Na2HPO4, 0,24g 
de KH2PO4 em 1 litro de água destilada e com pH de 7,4, sendo esterilizada em 
autoclave a 120ºC e 1 atm durante 30 minutos e armazenada a 4°C (STEVAN, 2001). 
 
b) Solução salina tamponada com EDTA ( PBS+EDTA) 
 
Essa solução é composta por 8g de NaCl, 0,2g de KCl, 1,44g de de Na2HPO4, 
0,24g de KH2PO4 e 2,0g EDTA - Na2.2H20 em 1 litro de água destilada e com o pH de 
7,4, sendo esterilizada em autoclave a 120°C e 1 atm durante 30 minutos e 
armazenada a 4ºC (STEVAN, 2001). 
 
 
c)   Solução de tripsina-verseno 
 
A solução de tripsina-verseno foi constituída 1,6 g NaCl, 0,04g de KCl, 0,288g de 
Na2HPO4 , 0,048g de KH2PO4, 0,4g de EDTA, 0,25g de Tripsina (1:250)  e 0,004g de 
vermelho de fenol. Sendo que o pH foi ajustado para 7,4 e a solução foi esterilizada 





d) Meio de cultura 
 
O meio de cultura MEM (PAUL, 1973) foi mantido a 4ºC. Para o crescimento 
celular, o meio foi enriquecido com soro fetal bovino estéril (10% (v/v) (STEVAN, 2001). 
 
5.6.3 Procedimentos de cultivo celular 
 
Todas as operações realizadas para o cultivo foram efetuadas em capela de 
fluxo laminar vertical. 
 
5.6.4 Sub-culturas ou repiques 
 
Para o crescimento adequado das células, as culturas foram mantidas em estufa 
a 37ºC, por 72 horas. Durante esse intervalo, as culturas foram observadas 
periodicamente através de microscópio invertido, até a confluência da monocamada 
(STEVAN, 2001). Os repiques foram realizados em intervalo de 72h utilizando os 
procedimentos de deslocamento da monocamada pela solução de tripsina-verseno.  
 
5.6.5 Contagem de células 
 
A suspensão de células foi diluída 50 vezes em PBS e contadas em câmara de 
Neubauer utilizando microscópio invertido. 
 
5.6.6 Teste do azul de tripan 
 
O teste de viabilidade celular foi realizado segundo a técnica do corante vital Azul 
de Tripan (PHILLIPS, 1973). Este teste foi realizado para verificar se as preparações 
celulares a serem utilizadas nos experimentos estariam com a membrana plasmática 
intacta.  Para os ensaios foram utilizadas somente as suspensões que obtiveram 




O azul de tripan foi preparado a 0,4% (m/v) em PBS. Para cada mL da 
suspensão celular foram utilizados 0,1mL da solução do corante vital. Nesse teste 
utilizou-se câmara de Neubauer e microscópio invertido, na qual, contagens foram 
realizadas para a determinação da viabilidade celular. A porcentagem de células viáveis 
foi calculada seguindo a seguinte equação: 
                                      
                                  Nº de células não coradas 
% células viáveis= _____________________________________ x 100 
                                  Nº de células totais 
 
 
5.7 ENSAIOS EXPERIMENTAIS DA AVALIAÇÃO DA ATIVIDADE ANTITUMORAL DAS 
FRAÇÕES VEGETAIS 
 
5.7.1 Teste de toxicidade frente à Artemia salina (Branchipus stagnalis) 
 
O teste de toxicidade frente à Artemia salina foi procedido seguindo os métodos 
propostos por MEYER e colaboradores (1982) com modificações de LHULLIER e 
colaboradores (2006). Os ovos de A. salina (0,5 g) foram incubados em solução salina, 
contendo 60 g de sal marinho em 500 mL de água destilada, com iluminação e aeração 
artificial por 24 horas para que houvesse a eclosão dos ovos. Em seguida, a cultura de 
náuplios foi mantida somente com iluminação por mais 24 horas, para melhor 
adaptação. Após isso, em placas de 12 poços foram adicionados grupos de náuplios 
contendo 10 indivíduos, seguindo o delineamente experimental descrito abaixo: 
 Grupo controle (veículo) - 10 náuplios + água destilada; 
 Grupo controle (solução salina) - 10 náuplios + água salina; 
 Grupos testes - 10 náuplios + frações vegetais em diferentes concentrações 
(8000 µg.mL-1, 6000 µg.mL-1, 5000 µg.mL-1, 4000 µg.mL-1, 2000 µg.mL-1, 1500 
µg.mL-1, 1000 µg.mL-1, 500 µg.mL-1, 250 µg.mL-1, 125 µg.mL-1, 62,5 µg.mL-1 e 





As culturas foram mantidas no escuro durante 24 horas e após este período 
foram contados o número de indivíduos vivos e mortos, utilizando como parâmetro a 
mobilidade dos mesmos. O experimento foi realizado em triplicata para cada fração 
vegetal testada.  
 
5.7.2 Teste de citotoxicidade pelo MTT 
 
As células HeLa foram previamente colocadas em placas de 96 poços, na 
concentração de 5 x 104 céls.mL-1 e as culturas foram mantidas em meio de cultura na 
ausência (Grupo controle) ou presença das frações vegetais em concentrações de 2,5 a 
160 μg.mL-1 (Grupos testes). As culturas permaneceram em estufa a 37ºC durante 24 
ou 48 horas. Após o período indicado, o meio foi removido e adicionou-se 20 µL da 
solução de MTT (5 mg.mL-1, m.v-1, em PBS) e 180 µL de meio e a cultura permaneceu 
nas mesmas condições citadas anteriormente, durante 3 h (REILLY, 1998). Após este 
período, o meio foi aspirado e acrescentou-se 200 µL de DMSO. A leitura foi realizada a 
550 nm em espectrofotômetro de microplacas (modelo EPOCH, BIOTEK, EUA). 
 
5.7.3 Avaliação morfológica das células HeLa crescidas na ausência e na presença das 
frações vegetais 
  
As células HeLa, na concentração de 5x 104 céls.mL-1, foram colocadas em 
placas de 24 poços, contendo uma lamínula, e foram crescidas em meio de cultura 
MEM, na ausência (Grupo controle) e presença das frações vegetais, em 
concentrações de 2,5 a 160 μg.mL-1, a 37°C, por 48 horas. Após esse período, o 
crescimento celular foi interrompido e as células foram fixadas em solução de Bouin 
durante 5 minutos em temperatura ambiente, e em seguida foi adicionado alcóol 70% 
para conservação. Para cada uma das triplicatas, foi realizada coloração com Giemsa, 
Hematoxilina/Eosina e Hematoxilina/Azul de Alcian (pH 2,5). As lâminas foram 






5.7.3.1 Avaliação Qualitativa e Quantitativa 
 
Para as análises morfológicas foram realizadas análises qualitativas e 
quantitativas, sendo a ultima realizada através de quadrantes (FIGURA 9). Foram 
escolhidos 8 pontos de contagem, nos quais o número total de células deveria estar 
entre 700 e 800 células. Em cada ponto foi realizada a contagem das células, mitóses 
típicas e atípicas, vacúolos, presença de material acidófico (tanto no citoplasma quanto 
em vacúolos) e blebs. Os valores do grupo controle foram considerados 100%. 
 
 
FIGURA 9: ESQUEMA REPRESENTATIVO DOS ESCOLHIDOS PARA A CONTAGEM NAS 
LAMÍNULAS. 
 
FONTE: O AUTOR. 
 
5.8 ANÁLISE ESTÁTISTICA 
 
Os resultados obtidos foram expressos como média ± desvio padrão (M ± dp), 
submetidos a análise multifatorial de variância e ao teste de Tukey, considerando-se 







6. RESULTADOS E DISCUSSÃO 
 
Em relação à composição química das frações vegetais estudadas, GAYA et al. 
(2010) realizaram análises químicas do extrato aquoso dos frutos de Abelmoschus 
esculentus. Nesse estudo foi demonstrado que esse extrato é constituído de uma 
fração polissacarídica composta por ramnose, arabinose, xilose, manose, galactose e 
glicose na proporção molar de 33:4:2:1:56:4, além de ácidos urônicos, indicando a 
presença de polissacarídeos do tipo galactana e ramnogalacturonana. Resultado 
semelhante ao obtido por DETERS e colaboradores (2005), que também realizaram 
extrações aquosas com frutos frescos de A. esculentus, e o estudo demonstrou que as 
frações polissacarídicas brutas, consistiram por ramnose, arabinose, xilose, manose, 
galactose e glucose na proporção molar de 30:2:1:1:18:4. Em outros estudos foram 
realizadas análises químicas da estrutura de polissacarídeos presente na parede 
celular do fruto do quiabo. A extração sequencial do material da parede celular produziu 
a fração HBSS, proveniente da extração aquosa a quente, a qual é rica em ramnose, 
galactose, ácido galacturônico na proporção molar de 1:3:1:1. (SENGKHAMPARN et 
al., 2009).  
Análises químicas revelaram que o extrato aquoso da semente fresca de Persea 
americana apresenta grande quantidade de flavonóides, que foram evidenciados pelos 
ensaios qualitativos com cloreto férrico 1% (m/v) e sulfato de ferro amoniacal 1% (m/v). 
(BONDESAN et al., 2010). LEITE et al. (2009) também realizaram estudos fitoquímicos 
da semente de P. americana. O extrato metanólico obtido da semente revelou a 
presença de flavonóides, antocianinas, taninos condensados, alcalóides e triterpenos. 
OJEWOLE e AMABEOKU em 2006 também relatam que P. americana apresentou 
compostos químicos bioativos, as quais incluem substâncias inorgânicas, biotina, α-
tocoferol, caroteno, ácido ascórbico, escopoletina, quercetina, óleos, ácidos orgânicos 
óleos polifenóis, taninos, cumarinas, tripernóides, fitoesteróis e flavonóides.  
FAISCA e colaboradores (2009) demonstraram que o extrato aquoso do fruto 
inteiro de Physalis peruviana apresenta polissacarídeos do tipo arabinogalactana, 
constituídos por ramnose, arabinose, xilose, manose, galactose e glicose na proporção 




maduros de Physalis alkekengi L., demonstraram que a fração PPSB proveniente da 
extração aquosa a quente, apresentou heteropolissacarídeos ácidos constituídos por 
arabinose, galactose, glucose e ácido galacturônico na proporção molar de 28:39:18:11, 
sugerindo que o tipo de solvente e as condições empregadas na extrações influenciam 
no tipo de fração polissacarídica obtida. 
 
6.1  TESTE DE TOXICIDADE DAS FRAÇÕES W-1, PA-1AQ E 1A FRENTE À Artemia 
salina (Branchipus stagnalis) 
 
Recentemente, ensaios com produtos naturais têm revelado atividades 
biológicas relevantes.  Um ensaio que pode demonstra tais atividades é o bioensaio 
utilizando Artemia salina. Existem inúmeras vantagens em se utilizar o mini crustáceo 
em ensaios científicos, as principais delas incluem o baixo custo, rapidez, fácil 
manutenção e a utilização de pouca amostra. Esse ensaio é amplamente utilizado 
como indicador de toxicidade em um bioensaio chamado “Brine Shrimp Test”, no qual 
utiliza a concentração letal média (CL50) como parâmetro de avaliação toxicológica 
(XIMENES, 2008). MEYER e colaboradores (1982) consideram como tóxicos os 
extratos brutos que apresentam CL50 < 1000 µg.mL
-1 e não-tóxicos quando a CL50 > 
1000 µg.mL-1 (NASCIMENTO et al., 2008 apud MEYER et al., 1982). 
A fração vegetal proveniente de Abelmoschus esculentus apresentou CL50 entre 
as concentrações de 2000 e 3000 µg.mL-1, sendo considerada não-tóxica, segundo 
MEYER e colaboradores (1982), como pode ser observada na FIGURA 10. As 
concentrações de 31,25 a 1500 µg.mL-1 não apresentaram letalidade. E as 












FIGURA 10: AVALIAÇÃO DA TOXICIDADE DA FRAÇÃO W-1 DE A. esculentus L. Moench FRENTE À 
Artemia salina  
NOTA: 
incubação na ausência (grupo H2Os - água salina e grupo H2Od - água destilada) e na presença de 
diferentes concentrações (31,25 µg.mL
-1
 a 8000 µg.mL
-1
) da fracão W-1. 
FONTE: O Autor. 
 
O extrato aquoso de P. americana (PA-1AQ) apresentou CL50 em torno de 1500 
a 2000 µg.mL-1 (FIGURA 11), também não sendo considerado tóxico. As concentrações 
mais altas a partir de 4000 µg.mL-1 provocaram letalidade total. As concentrações 
inferiores a 1500 µg.mL-1 (1000, 500, 250, 125, 62,5 e 31, 25 µg.mL-1) apresentaram um 
número maior de indivíduos vivos, sendo que somente a concentração de 1000 µg.mL-1 
apresentou alguma letalidade. Nas demais concentrações, o número de indivíduos 
mortos foi praticamente nulo. Este resultado é semelhante ao encontrado no estudo 
realizado por LEITE et al. (2009) onde os extratos hexânicos da semente de P. 
americana apresentaram CL50  em torno de  2370 µg.mL
-1 KRISHNARAJU et al. (2006) 
realizaram estudos utilizando extratos aquosos de 118 espécies de plantas. Dentre as 
118 plantas, 11 delas apresentaram toxicidade relativa à A. salina. Entretanto, a 
mortalidade máxima ocorreu na concentração de 1000 µg.mL-1 e as plantas com maior 
efetividade foram a Polygonum cuspidatum e Syzygium cumini, que apresentaram alta 
toxicidade, pois a CL50 foi de 13,5 e 20 µg.mL




citadas são utilizadas na medicina tradicional por suas propriedades antitumorais e 
antiinflamatórias (KRISHNARAJU et al., 2006). Os extratos aquosos das folhas de P. 
americana apresentam CL50 em concentrações de 200000 µg.mL
-1 ou acima disso, 
porém, extratos clorofórmicos e metanólicos foram mais semelhantes aos resultados do 
estudo, pois apresentaram CL50 em 3712 µg.mL
-1 e 4673 µg.mL-1, respectivamente 
(LIMA et al., 2006). 
 
 
FIGURA 11: AVALIAÇÃO DA TOXICIDADE DA FRAÇÃO PA-1AQ de P. Americana Mill. frente à Artemia 
salina 
NOTA: Resultados mostram a viabilidade em percentagem (± DP) após 24 h de incubação na ausência 
(grupo H2Os - água salina e grupo H2Od - água destilada) e na presença de diferentes concentrações 
(31,25 µg.mL
-1
 a 8000 µg.mL
-1
) da fração PA-1AQ. 
FONTE: O Autor. 
 
Para a fração 1A de P. peruviana o ensaio de citotoxicidade mostrou que esta 
fração foi a menos tóxica em comparação com as frações descritas anteriormente, uma 
vez que a CL50 ficou entre as concentrações de 4000 e 5000 µg.mL
-1 (FIGURA 12). As 
concentrações de 6000 e 8000 µg.mL-1 apresentaram CL100, ou seja, provocaram 100% 
das mortes dos náuplios. As menores concentrações testadas apresentaram pouco ou 




a qual a toxicidade do extrato metanólico da planta inteira apresentou CL50 
(concentração letal média) de 36 µg.mL-1 (ASHAN et al., 2009). 
 
 
FIGURA 12: AVALIAÇÃO DA TOXICIDADE DA FRAÇÃO 1A de P. Peruviana L. FRENTE À Artemia 
salina  
NOTA: Resultados mostram a viabilidade em percentagem (± DP) após 24 h de incubação na ausência 
(grupo H2Os - água salina e grupo H2Od - água destilada) e na presença de diferentes concentrações 
(31,25 µg.mL
-1
 a 8000 µg.mL
-1
) da fração 1A. 
FONTE: O Autor.  
 
6.2 AVALIAÇÃO DA ATIVIDADE ANTITUMORAL IN VITRO DAS FRAÇÕES W-1, PA-
1AQ E 1A UTILIZANDO LINHAGEM HeLa  
 
6.2.1 Avaliação da inibição do metabolismo celular pelo ensaio do MTT 
 
O teste do MTT (brometo de 3-[4,5-dimetiltiazol-2-il]-2,5 difeniltetrazolio) tem sido 
amplamente utilizado como um método rápido e sensível para a triagem de moléculas 
antitumorais, bem como para a avaliação da citotoxicidade (WILLIAMS et al., 1994). O 




instrumento útil para a avaliação de citotoxicidade in vitro e proliferação celular, uma 
vez que o número de células viáveis crescidas em poços é lido em leitor de Elisa ou 
espectrofotômetro de microplacas e apresenta vantagens como rapidez, simplicidade, 
economia e segurança (WILLIAMS et al., 1994). 
No presente trabalho, o teste do MTT foi utilizado para avaliar a capacidade das 
células metabolicamente ativas em reduzirem, por ação da succinato desidrogenase 
mitocondrial, o MTT o qual gera como produto cristais de formazan que são solúveis em 
DMSO e analisados por colorimetria (MOSMANN, 1983). O teste do MTT demonstrou 
que em nenhuma das concentrações da fração W-1 de A. esculentus testadas, em 
período de incubação de 24 horas, possuem citotoxicidade estatisticamente significativa 
(p≤ 0,05), utilizando o teste de Tukey, quando comparados ao Grupo controle (FIGURA 
13). No período de 48 horas de incubação, esse teste demonstrou que apenas a fração 
de 160 µg.mL-1 provocou uma queda de 26,4% na viabilidade celular em relação ao 
grupo controle, sendo esta estatisticamente significativa (FIGURA13). Em cultura 
primária de queratinócitos (NHK), polissacarídeos dos frutos de A. esculentus, obtidos 
de extrações aquosas e ricas em ramnogalacturanas ácidas influenciaram a 
proliferação desse tipo celular e ramnogalacturanas das raízes de Viola tricolor 
aumentaram a atividade mitocondrial das NHK (DETERS et al., 2005). 
SILVEIRA (2010) fez estudos com polissacarídeo exsudato do fruto de Chorisia 
speciosa, uma ramnogalactanana ácida composta por ramnose, arabinose, xilose, 
manose, glucose, galactose e ácido glucurônico na razão molar de 14:12:2:5:1:46:20, 
sobre a viabilidade de células HeLa. Esse polissacarídeo não afetou a viabilidade 
celular até a concentração de 50 µg.mL-1. Porém, em concentrações elevadas, 
provocaram efeitos discretos de citotoxicidade, pois a diminuição da viabilidade celular 







FIGURA 13: AVALIAÇÃO DA INIBIÇÃO DO METABOLISMO ENERGÉTICO DE CÉLULAS HeLa 
CRESCIDAS DA AUSÊNCIA E NA PRESENÇA DA FRAÇÃO W-1 DE A. esculentus   
NOTA: Resultados mostram a viabilidade celular em percentagem (± DP) após 24 e 48h de incubação na 
ausência (grupo 0) e na presença de diferentes concentrações (0,32 µg.mL
-1
 a 160 µg.mL
-1
) da fração W-
1. 
FONTE: O Autor. 
 
Apesar de ser composta principalmente pelos metabólitos secundários, 
flavonóides, a fração de P. americana apresentou resultados semelhantes aos obtidos 
pelos polissacarídeos provenientes de A. esculentus. PA-1AQ demonstrou nenhuma 
citotoxicidade estatisticamente significativa para as concentrações testadas em período 
de incubação de 24 horas, quando comparado com os resultados do grupo controle 
(FIGURA 14). No período de 48 horas de incubação, o teste demonstrou que somente a 
fração de 160 µg.mL-1 apresentou uma diminuição na viabilidade no valor de 26,6%, 
quando comparado ao grupo controle utilizado o teste de Tukey (FIGURA 14). Duas 
flavonas extraídas do Eupatorium littorale (Eupafolina e Hispidulina) possuem a 
capacidade de alterar propriedades das membranas biológicas e promover efeitos 
citotóxicos. Na dose de 100 µM, promoveram 40% de redução da viabilidade de células 




promovidas por estas flavonas sobre propriedades de membranas biológicas e sobre a 
bioenergética mitocondrial  (HERRERIAS et al., 2010). 
 
FIGURA 14: AVALIAÇÃO DA INIBIÇÃO DO METABOLISMO ENERGÉTICO DE CÉLULAS HeLa 
CRESCIDAS DA AUSÊNCIA E NA PRESENÇA DA FRAÇÃO PA-1AQ DE P. americana  
NOTA: Resultados mostram a viabilidade celular em percentagem (± DP) após 24 e 48h de incubação na 
ausência (grupo 0) e na presença de diferentes concentrações (0,32 µg.mL
-1
 a 160 µg.mL
-1
) da fração 
PA-1AQ. 
FONTE: O Autor. 
 
Diferente dos resultados obtidos com as frações de A. esculentus e P. 
americana, a fração 1A de P. peruviana, demonstrou pelo teste de MTT, que não 
ocorreu nenhuma citotoxicidade tanto no período de 24 como no de 48 horas de 
incubação. Ambos os resultados foram estatisticamente significativos quando 
comparados aos resultados do grupo controle, utilizando o teste de Tukey (FIGURA 15).  
Este resultado foi similar ao descrito por MORETÃO (2004), que realizou estudos 
com uma arabinogalactana (ARAGAL) obtida de Anadenanthera colubrina, a qual em 
concentrações de 10 a 300 µg.mL-1, essa fração vegetal também não provocaram 
alterações na viabilidade celular utilizando como modelo experimental in vitro células 




Entretanto, os resultados obtidos através dos extratos etanólicos dos caules e 
folhas de P. peruviana, apresentaram alta citotoxicidade contra as linhagens tumorais 
HT-29, PC-3 e K-562 (QUISPE-MAURICIO et al., 2009). Além disso, em estudos com 
outra espécie do gênero Physalis sp., demonstraram que metabólitos secundários 
obtidos do precipitado diclorometano (fisalinas D e B), de partes aéreas de P. angulata 
apresentaram elevada citotoxicidade (MAGALHÃES, 2005). 
Arabinogalactanas obtidas da extração aquosa de Diosppyros kaki, aumentaram 
atividade da desidrogenase mitocondrial de queratinócitos humanos e ainda 




FIGURA 15: AVALIAÇÃO DA INIBIÇÃO DO METABOLISMO ENERGÉTICO DE CÉLULAS HeLa 
CRESCIDAS DA AUSÊNCIA E NA PRESENÇA DA FRAÇÃO 1A DE P. peruviana  
NOTA: Resultados mostram a viabilidade celular em percentagem (± DP) após 24 e 48h de incubação na 
ausência (grupo 0) e na presença de diferentes concentrações (0,32 µg.mL
-1
 a 160 µg.mL
-1
) da fração 1A. 







6.2.2 Avaliação da variação morfológica das culturas de células HeLa crescidas na 
ausência e na presença das frações W-1, PA-1AQ e 1A 
 
6.2.2.1 Avaliação morfológica das culturas de células HeLa crescidas na ausência de 
frações vegetais 
 
O nome HeLa tem origem das duas primeiras letras dos nomes da mulher a qual 
foram extraídas as células cancerosas que originaram a primeira linhagem imortal de 
células humanas, Henrietta Lack (MASTERS, 2002). As células HeLa começaram a ser 
cultivadas a 50 anos atrás, pelo cientista George Gey e seus colaboradores, e ainda é o 
modelo de pesquisa mais importante e usado e usado atualmente (MASTERS, 2002). 
O estudo das alterações morfológicas é um importante instrumento para avaliar a 
possível citotoxicidade das substâncias em estudos, uma vez que a ausência de efeitos 
sobre a viabilidade celular não excluí possíveis efeitos as células (SILVEIRA, 2010).  
Essas células possuem características epiteliais com citoplasma basófilo 
(STEVAN, 2001; SILVEIRA, 2010) e geralmente com monocamada de células 
justapostas. Ainda observam-se núcleos grandes, bem definidos, com um ou mais 
nucléolos bem evidenciados (FIGURA 16 - B), a qual sugere alta atividade metabólica 
(STEVAN, 2001; SILVEIRA, 2010). Stevan (2001) realizou estudos com essa linhagem 
celular em microscopia eletrônica de varredura, demonstrando que essas células 
apresentam muitas microvilosidades, cromatina nuclear desespiralizada e complexa de 
Golgi, característico. Em microscopia óptica (MO) observa-se a existência de diversas 
células em divisão celular (mitose) as quais se podem claramente evidenciar o estágio a 
qual se encontra como observado na FIGURA 16 (D). Também se podem encontrar 
expansões globosas citoplasmáticas (blebs), materiais acidófilos e vacúolos, pois, por 
se trata de células de linhagem tumoral e eventuais anomalias morfológicas podem 







FIGURA 16: AVALIAÇÃO MORFOLÓGICA POR MICROSCOPIA ÓTICA DE CÉLULAS HeLa - GRUPO 
CONTROLE (CRESCIDAS NA AUSÊNCIA DE FRAÇÕES VEGETAIS)  
A: coloração H.E. - aumento de 400x. B: coloração H.E.- aumento de 400x. C: coloração H.E. - aumento 
de 400x com filtro Ph2. D: coloração H.E. - aumento de 1000x.  
NOTA: N = Núcleos; M = Mitoses; Nc = Nucléolos. FONTE: O Autor. 
 
6.2.2.2 Avaliação morfológica das culturas de células HeLa crescidas na presença da 
fração vegetal W-1 
 
As células HeLa, quando incubadas na presença de polissacarídeos do tipo 
galactana e ramnogalacturonana, proveniente da fração W-1 de frutos de A. esculentus, 
em concentrações que variam de 0,32 a 160 µg.mL-1, no período de 24 horas, 
apresentaram uma monocamada dispersa (FIGURA 17*- A, B e C), com material 
acidófilo e blebs semelhante ao grupo controle. Além disso, podem-se observar 
pequenas alterações morfológicas como o aumento de vacúolos, demonstrado na 







FIGURA 17: AVALIAÇÃO MORFOLÓGICA POR MICROSCOPIA ÓTICA DE CÉLULAS HeLa 
CRESCIDAS NA PRESENÇA DA FRAÇÃO W-1 DE A. esculentus EM 24* e 48** HORAS 
*A: 0,32 µg.mL
-1
; coloração H.E. - aumento de 400x. B: 80 µg.mL
-1
; coloração H.E.- aumento de 400x. C: 
5 µg.mL
-1
; coloração H.E. - aumento de 400x com filtro Ph2. D1: 0,32 µg.mL
-1
; coloração H.E. - aumento 
de 1000x. D2, D3 e D4: 80 µg.mL
-1
; coloração H.E. - aumento de 1000x.  
**A: 1,25 µg.mL
-1
; coloração H.E. - aumento de 400x. B: 20 µg.mL
-1
; coloração H.E.- aumento de 400x. 
C: 5 µg.mL
-1
; coloração GIEMSA - aumento de 400x com filtro Ph2. D1: 80 µg.mL
-1
; coloração H.E. - 
aumento de 1000x. D2, D3: 1,25 µg.mL
-1
; coloração H.E. – aumento de 1000x.  




O índice mitótico, realizado através de microscopia óptica como demonstrado no 
item 5.7.3.1 do Material e Métodos, demonstrou a presença de mitoses atípicas, como 
demonstradas na FIGURA 17* (B e D2) e uma queda de 33, 44 e 78% das mesmas, 
nas concentrações de 0,32, 20 e 160 µg.mL-1, respectivamente, quando comparado ao 
controle, demonstrado na FIGURA 18. Esses resultados podem indicar que essa fração 
possui possível atividade antiproliferativa. As análises qualitativas das alterações 
morfológicas estão mostradas na TABELA 4*. 
Esses resultados sugerem que as células HeLa quando incubadas na presença 
da fração W-1 proveniente de A. esculentus em período de 24 horas não sofreram de 
forma significativa na atividade celular, como demonstrado pelo teste do MTT, 
entretanto considerando as observações dos parâmetros morfológicos, essa fração 
vegetal, induziu alterações morfológicas e reduziu o número de mitoses. 
Para as culturas crescidas na presença nas diferentes concentrações da fração 
W-1, por 48 horas,  estas células formaram uma monocamada semelhante ao grupo 
controle, demonstrado pela FIGURA 17** (A, B e C). Porém, as células apresentam 
maior quantidade de blebs (FIGURA17**- D1), mitoses atípicas (FIGURA 17**- B e D2), 
vacúolos e de material acidófilo no citoplasma, quando comparados com o controle, que 
pode ser evidenciado na tabela das análises qualitativas dos parâmetros morfológicos 
(TABELA 4**). 
Em relação ao índice mitótico (FIGURA 18), no período de 48 horas, as células 
crescidas na presença desta fração apresentaram diminuição do número de mitoses 
nas maiores concentração maiores testadas, com uma queda do número de mitoses de 
38 e 84%, respectivamente, para as concentrações de 20 e 160 µg.mL-1. 
Os resultados indicam que os polissacarídeos presentes na fração vegetal W-1 
de A. esculentus podem estar envolvidos nas alterações morfológicas, como o aumento 
da quantidade de blebs, vacúolos e material acídófilo, além da diminuição do número 
de mitoses. Entretanto, quando observado a atividade celular, somente a maior 

















FIGURA 18: COMPARAÇÃO DO NÚMERO DE MITOSES EM CÉLULAS HeLa CRESCIDAS NA 
PRESENÇA DA FRAÇÃO W-1 DE A. esculentus EM PERÍODO DE INCUBAÇÃO DE 24 E 48 
HORAS 
NOTA: Resultados mostram o número de mitoses em percentagem (± DP) após 24 e 48 horas de 
incubação na ausência (grupo 0) e na presença de diferentes concentrações (0,32 µg.mL
-1
 a 160 
µg.mL
-1
) da fração W-1. 




TABELA 4 - PARÂMETROS MORFOLÓGICOS DE CÉLULAS HeLa CRESCIDAS NA AUSÊNCIA E 




NOTA: Concentração em µg/mL; (*) 24 horas; (**) 48 horas. 
(+) presença; (++) presença > quando comparado ao controle; (+ -) presença < quando comparado ao 
controle; (-) ausência. 





















(N° de céls) 
+ + + - ++ + - + + + - + - 
N° de mitoses 
típicas 
+ + + - + + - + - +- - 
N° de mitoses 
atípicas 
- - + + + - + ++ 
Blebs + + + ++ + ++ + ++ 
Clusters - - - - - - + - 












6.2.2.3 Avaliação morfológica das culturas de células HeLa crescidas na presença da 
fração vegetal PA-1AQ 
 
As células HeLa, incubadas por um período de 24 horas na presença das 
concentrações que variavam de 0,32 - 160 µg.mL-1 da fração vegetal PA-1AQ, 
apresentaram-se semelhante ao grupo controle (FIGURA 19*- A, B e C), em número de 
células da monocamada. Observam-se pequenas alterações morfológicas, como um 
aumento de material acidófilo no citoplasma, demonstrado na FIGURA 19* (A), 
vacúolos (FIGURA 19*- D3), vacúolos citoplasmáticos contendo material acidófilo 
(FIGURA 19*- D2 e D4) e expansões citoplasmáticas globosas (blebs), demonstrados 
na TABELA 5* de parâmetros morfológicos.  
Em relação ao índice mitótico (FIGURA 20), no período de 24 horas, as células 
crescidas na presença desta fração apresentaram diminuição do número de mitoses, 
com uma queda do número de mitoses de 56,6, 22,3 e 44,5%, respectivamente, para 






FIGURA 19: AVALIAÇÃO MORFOLÓGICA POR MICROSCOPIA ÓTICA DE CÉLULAS HeLa 
CRESCIDAS NA PRESENÇA DA FRAÇÃO PA-1AQ DE P. americana EM 24* E 48** HORAS  
*A: 20 µg.mL
-1
; coloração H.E. - aumento de 400x. B: 0,32 µg.mL
-1
; coloração H.E.- aumento de 400x. C: 
5 µg.mL
-1
; coloração H.E. - aumento de 400x com filtro Ph2. D1: 80 µg.mL
-1
;coloração H.E. - aumento de 
1000x. D2, D3: 5 µg.mL
-1
; coloração H.E. - aumento de 1000x. D4: 5 µg.mL
-1




; coloração H.E. - aumento de 400x. B: 160 µg.mL
-1
; coloração H.E.- aumento de 400x. C: 
160 µg.mL
-1
; coloração H.E. – aumento de 100x com filtro Ph2. D1: 20 µg.mL
-1
; coloração H.E. - aumento 
de 1000x. D2 e D3: 0,32 µg.mL
-1
; coloração H.E. – aumento de 1000x. D4: 0,32 µg.mL
-1
; coloração H.E. 
– aumento de 1000x. 
NOTA: N = Núcleos; M = Mitose; MA = mitose atípica Vm = Vacúolo com material acidófilo; V = vacúolo; c 




Semelhante ao resultado encontrado com a fração W-1, há a presença de 
mitoses atípicas e ocorreu uma diminuição em cerca de 55, 22 e 44% no número de 
mitoses, nas concentrações de 0,32, 20 e 160 µg.mL-1, respectivamente, demonstrado 
na FIGURA 20. Estes resultados indicam, que essa fração vegetal, embora possa 
ocasionar alterações morfológicas singelas e não possuir citotoxicidade 
estatisticamente significativa, diminuiu o número de mitoses em um período de 
incubação de 24 horas. 
Quando incubadas em um período de 48 horas na presença das concentrações 
da fração PA-1AQ, as células HeLa formaram uma monocamada com número 
relativamente similar com o do grupo controle, como demonstrado da FIGURA 19** (A e 
C). Entretanto, quando observado os parâmetros morfológicos (TABELA 5**) 
qualitativos, as células apresentam maior quantidade de material acidófilo no 
citoplasma (FIGURA 19**- D2), blebs (FIGURA 19**- D3) e vacúolos (FIGURA 19**- 
D4). Ocorreu uma diminuição do número de mitoses, a qual não pode ser evidenciado 
na concentração de 160 µg.mL-1, pois ocorreu o surgimento de aglomerados celular 
(clusters), como observados na FIGURA 19** (C) e 20. 
Os resultados sugerem que as células HeLa quando incubadas, por um período 
de 48 horas, na presença destas frações vegetais, sofreram danos celulares, sendo a 
maior concentração a que apresentou maiores resultados, demonstrado pelo teste do 
MTT. Polissacarídeos modificados obtidos de Sargassum stenophyllum (STEVAN, 
2001) causaram o aparecimento de aglomerados celulares, blebs, núcleos e mitoses 
atípicas, assim como na fração vegetal PA-1AQ. SILVEIRA (2010) em seu estudo, 
relata que xiloglucanas de reserva extraídas de sementes de Hymenaea courbaril, 
alteram a morfologia das células HeLa na concentração de 200 µg.mL-1, onde a 






















FIGURA 20: COMPARAÇÃO DO NÚMERO DE MITOSES EM CÉLULAS HELA CRESCIDAS NA 
PRESENÇA DA FRAÇÃO PA-1AQ DE P. Americana EM PERÍODO DE INCUBAÇÃO DE 24 E 48 
HORAS. 
NOTA: Resultados mostram o número de mitoses em percentagem (± DP) após 24 e 48 horas de 
incubação na ausência (grupo 0) e na presença de diferentes concentrações (0,32 µg.mL
-1
 a 160 µg.mL
-1
) 
da fração PA-1AQ. Concentração de 160 µg.mL
-1
 em período de incubação de 48 horas não foi 
evidenciado devido ao surgimento de clusters. 



















TABELA 5: PARÂMETROS MORFOLÓGICOS DE CÉLULAS HeLa CRESCIDAS NA AUSÊNCIA E NA 





NOTA: Concentração em µg/mL; (*) 24 horas; (**) 48 horas. 
(+) presença; (++) presença > quando comparado ao controle; (+ -) presença < quando comparado ao 
controle; (-) ausência. (●) valores aproximados devido ao surgimento de clusters. 
FONTE: O Autor. 
 Controle* Controle** 0,32 * 0,32** 20 * 20** 160 * 160** 
Monocamada 
(N° de céls) 








- - + - + - + -● 
Blebs + + + ++ + ++ ++ ++● 
Clusters - - - - - + + +++● 















6.2.2.4 Avaliação morfológica das culturas de células HeLa crescidas na presença da 
fração vegetal 1A 
 
As avaliações morfológicas das células HeLa, quando incubadas na presença de 
polissacarídeos do tipo arabinogalactana proveniente de frutos de P. peruviana 
demonstraram que a fração 1A, em concentrações que variam de 0,32 a 160 µg.mL-1, 
no período de 24 horas, permitiram que as células formassem uma monocamada 
(FIGURA 21*- A, B e C), há a presença de vacúolos, materiais acidófilos e blebs, como 
demonstrado da FIGURA 21* (D2, 3 e 4) e TABELA 6, entretanto a sua presença não 
foi significativamente diferente das apresentadas pelo grupo controle.  
 
 
FIGURA 21: AVALIAÇÃO MORFOLÓGICA POR MICROSCOPIA ÓTICA DE CÉLULAS HeLa 
CRESCIDAS NA PRESENÇA DA FRAÇÃO 1A DE P. peruviana EM 24 HORAS 
*A: 0,32 µg.mL
-1
, coloração H.E. - aumento de 400x. B: 160 µg.mL
-1
, coloração H.E.- aumento de 400x. 
C: 1,25 µg.mL
-1
, coloração Azul de Alcian – aumento de 400x com filtro Ph2. D1: 80 µg.mL
-1
, coloração 
H.E. - aumento de 1000x. D2, D3: 5 µg.mL
-1
, coloração H.E. – aumento de 1000x. D4: 20 µg.mL
-1
, 
coloração H.E. -  aumento de 1000x. 
NOTA: N = Núcleos; M = Mitose; Ma = Mitose atípica; b = blebs; Vm = Vacúolo com material acidófilo. 





A quantificação das mitoses, através de microscopia óptica, demonstrou a 
presença de mitoses atípicas, como demonstrado na FIGURA 21* (D1) e uma queda de 
28,5, 57,4 e 21,4% das mesmas, nas concentrações de 0,32, 20 e 160 µg.mL-1, 
respectivamente, quando comparado ao controle, demonstrado na FIGURA 22. As 
análises qualitativas das alterações morfológicas são observadas na TABELA 6. 
Os resultados sugerem que as células HeLa quando incubados na presença da 
fração 1A proveniente de P. peruviana em período de 24 horas não sofreram de forma 
significativa na atividade celular, como demonstrado pelo teste do MTT, entretanto 
quando observado os parâmetros morfológicos, essa fração vegetal, induziu alterações 
morfológicas e reduziu o número de mitoses. 
 Sobre a linhagem tumoral Hep G2, o extrato etanólico de P. peruviana inibiu a 
proliferação celular, a partir da concentração de 50 mg.mL-1 por 48 horas (WU et al. 
2004). E que seu possível mecanismo de ação, ocorre através da alta regulação de 
proteínas pró-apoptóticas (Bax e Bad), da baixa regulação de proteínas anti-apoptóticas 
(Bcl-2, Bcl-xl) e de proteínas inibidoras de apoptose XIAP, indicando que a indução de 
apoptose por esse extrato seria através do sistema CD95/CD95L e vias de transdução 
de sinal mitocondrial (WU et al., 2004). 
Arabinolactanas (ARAGAL) da fração vegetal proveniente de Anadenanthera 
colubrina, em testes de 24, 48 e 72 horas, induziu a formação de intensa condensação 
celular e presença de blebs, os quais são característicos de sofrimento celular. Ainda 
diminuiu a quantidade de células aderidas a lamínula, quando incubadas em 



















FIGURA 22: COMPARAÇÃO DO NÚMERO DE MITOSES EM CÉLULAS HeLa CRESCIDAS NA 
PRESENÇA DA FRAÇÃO 1A DE P. peruviana EM PERÍODO DE INCUBAÇÃO DE 24 HORAS 
NOTA: Resultados mostram o número de mitoses em percentagem (± DP) após 24 de incubação na 
ausência (grupo 0) e na presença de diferentes concentrações (0,32 µg.mL
-1
 a 160 µg.mL
-1
) da fração 1A. 











TABELA 6: PARÂMETROS MORFOLÓGICOS DE CÉLULAS HeLa CRESCIDAS NA AUSÊNCIA E 
PRESENÇA DA FRAÇÃO VEGETAL 1A de P. peruviana EM PERÍODO DE INCUBAÇÃO DE 24 HORAS. 
 
 
NOTA: (+) presença; (++) presença > quando comparado ao controle; (+ -) presença < quando 
comparado ao controle; (-) ausência. 
FONTE: O Autor. 
 
 
 Controle 0,32 µg/mL 20 µg/mL 160 µg/mL 
Monocamada 
(N° de céls) 
+ + + + 
N° de mitoses 
típicas 
+ + - + - +- 
N° de mitoses 
atípicas 
- + + + 
Blebs + + + + 
Clusters - - - - 












6.3 ANÁLISE COMPARATIVA ENTRE DIFERENTES FRAÇÕES OBTIDAS DAS 
ESPÉCIES VEGETAIS Abelmoschus esculentus, Persea americana E Physalis 
peruviana E SUAS POSSÍVEIS PROPRIEDADES BIOLÓGICAS RELATADAS  
 
De acordo com os resultados obtidos da literatura (TABELA 7) pode-se verificar 
que para a espécie Abelmoschus esculentus, as extrações aquosas dos frutos é rica 
em ramnogalacturonanas, semelhante ao encontrado com estudos com a fração W-1 
do presente trabalho, entretanto, as atividades relatadas para estes polissacarídeos 
foram propriedades proliferativas em células normais. Quando feitas extrações com 
solventes orgânicos são obtidos principalmente compostos secundários, os quais 
apresentaram propriedades antioxidantes. Esta propriedade citada é a que apresenta 
maiores números de trabalhos referentes com A. esculentus. Esses resultados 
corroboram com as propriedades medicinais desta espécie, entretanto, estudos 
adicionais com outras partes das plantas, bem como utilizando outros métodos de 























TABELA 7 - PROPRIEDADES BIOLÓGICAS DE Abelmoschus esculentus 
 
 
1 - SEYFRIED, 2010; 2 - DETERS et al., 2005; 3 - UKURA et al., 2010; 4 - ANSARI et al., 2005; 5 - KHOMSUG et al., 2010; 6 -  
ATAWODI et al., 2009. 
NOTA: * Dado não demonstrado e/ou não estudado no trabalho. 
FONTE: O AUTOR 
 
Persea americana apresenta vários estudos com relação a sua semente. A 
extração aquosa da mesma é rica em metabólitos secundários, as que podem estar 
relacionadas com a redução da pressão arterial e frequência cardíaca. Porém estudos 
adicionais são necessários para poder comprovar a sua real eficácia e utilização como 
fitofármacos relacionado com hipertensão. Para as sementes ainda atribuem possíveis 
propriedades como hipoglicêmicas e antioxidantes. Também há relatos que as folhas e 
































Artemia salina  
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B1 e B2, rutina, quercetina, 
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analgésica, antiinflamatória, antioxidante, anticonsulsivante e até como inibidor de 
crescimento celular. Na TABELA 8 estão sumarizadas as informações sobre as 
propriedades relatadas para as diferentes frações obtidas de P. americana. 
 
TABELA 8 - PROPRIEDADES BIOLÓGICAS DE Persea americana 
  
1 - SEYFRIED, 2010; 2 - ANAKA et al., 2009; 3 - IMAFIDON e AMAECHINA, 2010; 4 - KOFFi et al., 2009; 5 - LEITE et al., 2009; 6 - 
LU et al., 2005; 7 - SOONG e BARLOW, 2004; 8 - ADEYEMI et al., 2002; 9 -  OJEWOLE e AMABEOKU, 2006. 

































































































Artemia salina, Aedes aegypti, 
Candida spp, Cryptococcus 































Linhagem do câncer de 



























































De acordo com os resultados obtidos da literatura pode-se verificar que para a 
espécie Physalis peruviana a maior parte dos experimentos realizados são com extratos 
ricos em metabólitos secundários (especiais) e que as principais atividades estão 
relacionadas com as propriedades: antitumoral, antimitótica, hemolítica, antioxidante e 
antiinflamatória. Existem estudos que atribuem propriedades biológicas, como 
antipterógeo, citotóxica, inibidora de crescimento celular e indutora de apoptose, 
entretanto não foram evidenciado os possíveis componentes ativos (TABELA 9). 
Estudos adicionais com as frações polissacarídicas, bem como de outras frações 
com metabólitos secundários, podem ser realizadas com o intuito de contribuir com o 



























TABELA 9 -  PROPRIEDADES BIOLÓGICAS DE Physalis peruviana 
 
1 – MAGALHÃES, 2005; 2 – FRANCO et al., 2007; 3 -  MUNÕZ et al., 2009;  4 – PARDO et al., 2007;  5 – QUISPE-MAURICIO et 
al., 2009; 6 – TONG et al., 2007;  7 – WU et al., 2008;  WU et al., 2005; 9 -  WU et al., 2008;  10 – ZAVALA et al., 2006. 































de acetato de 














7, B-16, embriões 
















































































tumorais  HT-29, 
































































































































Abelmoschus esculentus L. Moench - fração W-1: 
 Apresentou DL50 frente ao modelo experimental de Artemia salina entre as 
concentrações de 1000 e 1500 µg.mL-1, sendo considerada assim uma fração 
não tóxica; 
 Através do teste do MTT, nenhuma das concentrações testadas em período de 
24 horas de incubação foram citotóxicas as células HeLa. Quando o período foi 
aumentando para 48 horas, somente a maior concentração testada (160 µg.mL-1) 
apresentou queda da viabilidade celular significativa; 
 As análises morfológicas demonstraram, que mesmo que não apresentando 
citotoxicidade através do teste do MTT, as concentrações induziram alterações 
morfológicas, como o aumento do número de blebs, vacúolos e presença de 
material acidófilo no citoplasma, e diminuíram o número de mitoses. 
 
Persea americana Mill - PA-1AQ 
 Apresentaram DL50 frente a modelo experimental de Artemia salina entre as 
concentrações de em torno de 1000 a 1500 µg.mL-1, semelhante ao resultado 
encontrado com a fração obtida de A. esculentus; 
 Através do teste do MTT, nenhuma das concentrações testadas em período 
de incubação de 24 horas diminuiu o metabolismo celular, resultados estes 
estatisticamente significativos comparados ao grupo controle. Somente a 
concentração de 160 µg.mL-1, em período de incubação de 48 horas, 
diminuiu a viabilidade celular; 
 Pelas análises morfológicas pode-se concluir que a fração PA-1AQ provocou 








Physalis peruviana L - fração 1A 
 Apresentaram DL50 entre as concentrações de 4000 e 5000 µg.mL
-1, 
utilizando como modelo experimental Artemia salina; 
 O teste do MTT demonstrou que nenhuma concentração testada foi citotóxica 
às células HeLa e esses resultados foram estatisticamente similares aos do 
grupo controle; 
 Através das análises morfológicas, pode-se observar que a fração 1A foi a 
que causou menor dano nas células HeLa, apesar de ser relatada na 
medicina popular como antitumoral. Pode-se sugerir assim que as 
propriedades antitumorais desta planta provavelmente estão relacionadas 
com outros compostos que não estão presentes na fração 1A.  
 
Pode-se concluir, que a partir dos resultados obtidos as frações, W-1 e PA-1AQ 
são boas opções para estudos mais aprofundados com outras linhagens de células 
tumorais com o intuito de avaliar melhor suas potenciais propriedades antitumorais e 
antiproliferativa. Além disso, a fração 1A, em função de sua baixa citotoxicidade, 
também pode ser alvo de melhores estudos com o intuito de buscar outras possíveis 
aplicações em sistemas em que a fração a ser utilizada, precisa ser inócua ou não 
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